wo 2005/040762 



PCT/EP2004/052600 



Verfahren zur automatischen Erzeuqunq von Laser-Schnlttlinlen In der 

Laser-Mikrodissektion 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren mit den Merkmalen des Oberbegriffs des 
5 Anspruchs 1 . Die Unteranspruche geben vorteilhafte Ausgestaltungen an. 

Laser-Mlkrodissektions-Systeme dienen der Extraktion von ausgewahlten 
mikroskoplschen ObjeWen in biologisclien PrSparaten mittels efnes von einem 
Laser erzeugten Laser-Strahls. Das in ausreichender Menge extrahierte 
1 0 Material (die gesammelten Dissektate) wird anschlieBend weiteren 

biocfiemlsclien Analyseschritten zugefQhrt. Die l-aser-l\^ikrodissektions- 
Systeme werden derzeit QbenAriegend im medizinisch-biologisclien Bereich 
eingesetzt. 

15 Ein Verfahren zur l^ser-Mikrodissektlon und ein seiches Laser- 

l\4ikrodissektions-System beschreiben belspielsweise die DE 100 43 506 CI 
und die DE 100 18 251 C2. Ein solches Laser-iVlikrodissekb'ons-System setzt 
sich aus mehreren, prazise aufeinander abgeslimmten Komponenten 
zusammen. Die zentrale Komponente ist ein in vielen FunkHonen 

20 motorisiertes l\^ikroskop mit einem elektronlsch verstellbaren x-y-Tisch zur 
Aufnahme des zu bearbeitenden PrSparats. Der in einer Lasereinheit erzeugte 
i-aserstrahl wird Qber ein optisches System mit integrierter StrahlaWenkung in 
den Strahlengang des !\/likroskops eingekoppelt und wird zum Schneiden 
durch das Mikroskopobjektiv auf unterschiediiche Steiien des ortsfesten 

25 Praparats gelenkt. In einer anderen AusfOhrungsfonn wird der Laserstrahl 
ortsfest gehalten und das Praparat mittels des x-y-Tisches relativ dazu 
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2 

bewegt. Alle Steuerfunktionen werden von einem geeignet ausgelegten 
Programm, das auf einem angeschiossenen Computer lauft, ausgefuhrt. Ober 
eine an das Mikroskop adaptierte Kamera wird der im Mikroskop sichtbare 
Bildausschnitts des Praparats auf den Computer-Bildschirm zur Darstellung 
5 gebracht. Durch Ziehen der Computer-Maus kann der Benutzer ausgewafilte 
Praparatbereiche mit einer Zeichenlinie umranden^ die nachfolgend als Soli- 
Sclinittlinie bezelchnet wird. Jede so gezeichnete Linie ist gekennzeiclinet 
durch eine Foige von x-y-Punktkoordinaten, die relativ zu den 
Bildschimikoordinaten definiert sind. Nach Ausl5sung des Schneidbefehls wird 

1 0 der Laserstrahl durch eine geeignete x-y-Abbildungsvorrichtung so gesteuert, 
dass die zuvor definierte Zeichenlinie auf das Praparat derart abgebiidet wird, 
dass eine maBstabsgetreue, affine Abbildung der Bildschirmlinie auf dem 
Praparat abgefahren wird. Mit geeignet eingestelltem Laserstrahl wird somit 
ein Ausschneiden der vorher manuell markierten Objekte erreicht. Wie in der 

15 DE 1 00 1 8 251 C2 beschrleben, eriaubt das System fur die 

Weiterverarbeitung das selektive Sammein der Dissektate In einem 
standardisierten klelnen Behalter unterhalb der Schnittebene, wobei mehrere 
Behalter zur Auswahl stehen und automatisch in die Auffangposition gefahren 
werden konnen. 

20 

Das bekannte Verfahren zur Laser-Mikrodissektion weist jedoch den Nachteil 
auf, dass die vom Benutzer vorgenommene Markierung der 
auszuschneidenden Objekte aufwendig, zeitintensiv und fehlertrachtig ist. 
Dies gilt insbesondere dann, wenn eine relativ umfangreiche Menge an 
25 Dissektaten fur die nachfolgenden Analyseschritte erforderlich ist. Hier spielen 
insbesondere Ermudungserscheinungen und andere Einflusse auf den 
Benutzer eine nicht unerhebliche Rolle. 

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Laser- 
30 Mikrodissektion anzugeben, welches moglichst fehlerfrei einen hohen 
Praparate-Durchsatz ermoglicht. 

Diese Aufgabe wird geldst durch ein gattungsgemaBes Verfahren zur Laser* 
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Mikrodissektion mitden kennzeichnenden Merkmalen des Anspruchs 1. 
Bei dem Verfahren wird zunachst ein elektronlsches Bild (Grauwertbild oder 
Farbbild) zumindest eines Bildausschnittes des Praparats aufgenommen. 
Danach wird der Bildausschnitt bildanalytisch bearbeitet, wobei das 
5 auszuschneidende Objekt bildanalytisch ermitteit wird. AnschlieBend wird die 
Soll-Schnittlinie urn das auszuschneidende Objekt automatisch bestimmt. 
AnschlieBend kann, vom Benutzer ausgel5st, das Objekt entlang der Soll- 
Schnittlinie mittels eines Laserstrahls ausgeschnitten werden. 

10 In einer vorteilhaflen Ausgestaltung des Verfahrens werden in eineno 
zusatzlichen Verfahrensschritt aus der automatisch bestimmten Soll- 
Schnittlinie ebenfalls automatisch Steuersignale fur eine Relativbewegung 
zwischen Laserstrahl und PrSparat abgeleitet Daraufhin wird die 
Userschnittlinie automatisch, ohne EIngriff des Benutzers, erzeugt. 

15 

Die Erfindung lost die angesprochenen Nachteile durdi konsequente 
Anwendung von bildanalytischen Methoden und einem wesentlich erhohten 
Automatisierungsgrad des Mikroskops. Die Automatisieaing betrifft in erster 
Linie die Positionierung des zu untersuchenden Praparatebereichs uber den 
20 elektronisch verstellbaren Tisch. 



Fur einen besonders hohen Automatisierungsgrad und eine deutliche 
Erhohung des Probendurchsatzes wird in einer weiteren Ausgestaltung des 
Verfahrens im zugeordneten Applikationsprogramm eine sogenannte 

25 Maanderfunktion definiert, die im Routinebetrieb fur den kon-ekten Vorschub 
des Tisches mit dem Praparat sorgt. Dabei wird das Praparat automatisch 
maanderformig, Bildfeld Kir Bildfeld verfahren, so dass schrittweise ein vom 
Benutzer gewahlter Praparatebereich vollstandig mit der Kamera erfasst wird. 
Im Einstellmodus des Systems lassen sich zum einen die Grenzen des 

30 interessierenden Praparatebereichs sowie die VergroBerung des 

Mikroskopobjektivs definieren, welches das Bildfeld in seiner GroBe festlegt. 
Zum anderen lassen sich Art und Einstellungen eines Fokussier-Systems 
definieren, mit dessen Hilfe wahrend der automatischen Vorschubbewegung 
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des Tisches fur die notwendige Scharfeeinstellung der zu bearbeitenden 
Biider gesorgt wird. In Verbindung mit der Maanderfunktion eriaubt dieses 
Verfahren eine vollautomatische Bearbeitung des Praparates, ohne dass ein 
Eingriff durch den Benutzer erforderlich ist, 

5 

Nach jedem automatischen Erreichen einer neuen Praparateposition wird mit 
der Kamera ein Bild aufgenommen. Jedes aufgenommene Bild wird mit 
blldanaiytischen Methoden daraufiiin untersucht, ob Objelcte enthalten sind, 
deren charakteristisciie Merkmale mit zuvor eingelemten Merkmalen 
. 1 0 Obereinstimmen, wobei der Obereinstlmmungsgrad einstellbar ist.. Bei 

ausreicliender Obereinstimmung wird das Objelct erkannt und markiert. Fur 
alle erkannten Objelde erfolgt Qber eine automatische Konturbereclnnung die 
Erzeugung einer individuellen und geschlossenen Begrenzungslinie. Diese 
Begrenzungslinie wird durcii eine Matrixtransformationfomnerhaltend so 

1 5 ,aufgeweitet', dass sie das Objelct in einem groBeren Abstand als Soli- 
Schnittlinie umschlieBt. Diese Vorgeliensweise eriaubt es, die endliche 
Schnittdicke des Laserstrahls zu berucksichtigen. Jede so gewonnene Soil- 
Sclinittlinie ist gekennzeichnet durch eine Folge von x-y-Punktkoordinaten, die 
relativ zu den Bildschirnikoordlnaten definiert sind. Durch eine geelgnete x-y- 

20 Abbildungsvorschrift wird eine maBstabsgetreue, affine Abbildung der 

Schnittlinie generiert, die zur entsprechenden Auslenkung des Laserstrahls 
bendtigt wird. 

Nach Bearbeitung des vorliegenden Bildes in der beschriebenen Art, wird mit 
25 Hilfe der automatischen Vorschubbewegung des Tisches das Praparat auf 
das nachste Bildfeld positioniert und analysiert. Ein wahlbares 
Auffangbehaltnis wird automatisch in die Auffangposition gefahren, Dieser 
Vorgang wiederholl sich solange, bis der definierte Praparatebereich 
abgearbeitet oder eine zuvor eingestellte Zahl von Objekten ausgeschnitten 
30 wurde. Nach dem Schneiden hinterlasst jedes ausgeschnittene Objekt ein 
Loch im Praparat genau dann, wenn der Ausschneidevorgang vollstandig 
erfolgreich war. Das Loch entspricht in etwa der Flache des zuvor detektierten 
Objektes (innerhalb der Konturlinie) ohne die Laserschnittdicken-EnA^eiterung. 
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Daher ist ein Rachenvergleich des per Blldanalyse detektierten Schnittlochs 
mit der Flache des zuvor detektierten Objektes em probates Mittel fur die 
binare Beurteilung des Schnittes. 

5 Der Vorteil des erfindungsgemaBen Verfalirens besteht darin, dass nach 
einmal erfolgter Einstellung das System ohne weitere Uberwachung durch 
einen Benutzer arbeitet Das angegebene Verfahren fOhrt damit zu einem 
deutlich gesteigerten Probendurchsatz bei glelchzefliger Erhohung der 
Robustheit und Zuverlassigkeit. Da die einmal erprobten Merkmals- 
1 0 Datensatze gespeichert werden kannen, fuhrt dies zu absolut 

reproduzierbaren Bedingungen bei der Venwendung gleicliartiger Praparate. 
Gerade bei statistischen Messungen ist diese Reproduzlerbarkeit unbedingte 
Voraussetzung fOr einen guten Vertrauensbereicli der Ergebnisse. 

1 5 Durch die Verwendung melirerer Merkmals-Datensatze ist es zudem mSglich, 
unterschiedllche Objekttypen innerhaib eines Praparates in einem Arbeitsgang 
zu erkennen und auszusctineiden. Da fur das Auffangen der Dissektate 
mehrere Behaltnisse unterhalb der Schnittebene zur Auswahl slehen, lassen 
sicli unterschiedliciie Objekttypen auch in versctiiedenen Beh^ltnissen 

20 sammeln. 

Das System kann die lyyierkmals-Datensatze naturlich auch uber einen 
Datenbankserver und/oder ein beliebiges Netzwerk (LAN = Local Area 
Network, WLAN = Wireless Local Area Network (Funknetz). Bluetooth, 

25 TCP/IP, Internet), aber auch uber beliebige Medien in gedruckter oder 

elektronischer Forni verteilen oder einlesen. Damit wird die Synchronisation 
mehrere Laser-Mikrodissektions-Systeme in einem Netzwerkverbund 
ennoglicht. Gerade bei statistisch vorgegebenen umfangreichen Prufmengen, 
die unter Zeitdmck erfolgen mussen, eriaubt das Clustern und synchronisieren 

30 mehrerer Laser-Mikrodissektions-Systeme uber ein Netzwerk mittels 
gleichgeschalteter l^erkmals-Datensatzen die Ldsung dieser Aufgabe. 



Die Erfindung wird nachfolgend anhand der schemalischen Zeichnung 
ausfOhrlicherbeschrieben. Eszeigen: 

Fig. 1.1: Merkmalsraum zur Klassifizierung der Objekte 

Fig. 1 .2: Flussdiagramm des Verfahrensablaufs 

Fig. 1 .3: Zusammenfassen von Objeklen in sogenannten Clustern 

Fig. 1 .4: Cluster mrl innenliegendem Locfi 

Fig. 1 .5: Bildausschnitt mit Binarobjekt 

l:ig. .1 .6: vier mit untersciiiedlichen Qrauwerten gelabelte Objekte 

Fig. 1 .7: Freeman-Code und Objeict mit Codierung der Randpixel 

Fig. 2: Laser-I\/likrodissektions-Vorrichtung zur Durclifulirung des 
Verfahirens 

Um Objekte in einem Biid automatisch zu klassifizieren, kann man 
bildanalytische Verfahren einsetzten. Bildanalylisch gestutzte Analysen 
basieren gewohnlicfi auf einer Merkmalsanalyse. Bei dieser Vorgeliensweise 
nutzt man die Tatsache, dass jedes Objekt uber eine gewisse Anzahl 
individueller Merkmale erkannt und klassifiziert werden kann. Merkmale 
konnen z.B. GroBen wie Fiache, Umfang, Durclimesser, Masse, Textur, 
Farbe, Form etc, sein. Indem man einen geeigneten Satz von Merkmalen 
auswahlt, kann man ein Objekt klassifizieren und gegen andere Objekte 
abgrenzen. 

Diesen geeigneten Satz von Merkmalen tragt man gewohniich in einem n - 
dimensionalen Merkmalsraum auf. In Fig. 1.1 wurde exemplarisch ein 
Merkmalsraum mit den Mericmalen Farbe, Flaclie und Durclimesser gewahlt. 
Objekte mit „wenig" Farbe und einem kleinen Durchmesser und einer kleinen 
Fiache werden dann z.B. durch den Merkmals-Cluster 27, der ein „Objekt 3" 
beschreibt, klassifiziert. Dagegen wird „Objekt 2", das durcfi den Merkmals- 
Cluster 26 erfasst wird, dadurch unterschieden, dass es viel Farbe und einen 
geringen Durchmesser sowie eine kleine Fiache hat. „Objekt r, das durch 
den Merkmals-Cluster 25 beschrieben wird, hingegen verfugt uber weniger 
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Farbe und einen groBen Durchmesser sowie eine groBe Flache. GemaB Rg. 
1.1 konnen .wir also drei Objekte unterscheiden. 





Farbe 


Umfang ( |im) 


Flache (pm^) 


Objekt 1 


wenig 


groB 


groB 


ObJekt2 


viel 


klein 


klein 


Objekt 3 


wenig 


klein 


klein 



Tab 1.1: (Beispiel) Objektklassifikation anhand von Objektmerkmalen 



Es kann vorkommen, dass sich die Merkmalsbereiche von zwiei Objekten 
uberschneiden und sIch daher keine eindeutige Zuordnung der Merkmale zu 
dem einen oder dem anderen Objekt treffen lasst. In diesem Fall kann eine 
eindeutige Zuordnung durch Hinzunahme von weiteren, neuen Merkmalen 
10 erwirkt werden. 

Objektmerkmale werden durch bildanalytische Berechnungen ermittelt. 
Der vollstandige Ablauf einschlieBlich der Emiittlung der Objektmerkmale ISsst 
sich in verschiedene Teilschritte zerlegen. Das Flussdiagramm einer 
1 5 vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens ist in Rg. 1 .2 gezeigt. Es zeigt 
folgende Schritte 1 bis 8: 

1. Bildaufnahme: 

Zunachst wird das Bild mitteis einer geeigneten Vorrichtung, z.B. einem 
20 Mikroskop mit adaptierter Kamera aufgenommen, wobei die Kamera eine 
analoge oder eine digitale Kamera sein kann. Je nach Art der zu 
klassiftzierenden Objekte kann eine Farb- oder eine Grauwertkamera zum 
Einsatz kommen. 

25 2. Shading-Korrektur: 

Dieses Bild kann dann zunachst automatisch shading-korrigiert werden, d.h. 
dieser Schrrtt Ist optional. Dabei wird der Tatsache Rechnung getragen, dass 
die Bildqualitat durch eine nichthomogene Ausleuchtung des Bildfeides bereits 
durch die Beleuchtung verfalscht wird. Dieses Problem wird im vorliegenden 
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Fall gelost durch die automatische Verwendung eines Shadingblldes, welches 
zuvor automatisch oder manuell erfasst und abgespeichert wurde. Dabei fahrt 
der Objekttragertisch an eine sogenannte Leerposition, die sich dadurch 
auszeichnet, dass das System an dieser Stelle ein unverfalschtes Bild der 
5 Beleuchtungsverteilung mit unbeiegtem ObJekttr§ger aufnehmen kann. Dieses 
Bild ist unverfalscht, da sich zwischen Objektiv und Beleuchtungsquelle kein 
biologisches Material auf dem Objekttrager beflndet. Dieses Korrekturbild wird 
dann spater auf alle unter den gleichen optlschen Bedingungen 
aufgenommenen Bilder angewendet zum Zwecke der automatischen 
1 0 Korrektur des Shading-Einflusses durch die Inhomogenitat der Praparat- 
Ausleuchtung. 

3. Graubildverarbeitung: 

Dem Schema in Hg. 1.2 entsprechend schlieBt sich nun der Schritt 
1 5 „Grauwertbearbeitung" an, wobei auch die besagte Shading-Kon-ektur bereits 
als Grauwertbearbeitung verstanden werden konnte. In diesem Schritt werden 
zunSichst kleinere Artefakte im Bild durch Grauwertmorphologie beseitigt. 

4. Schwellenwert und Obergang zum Binarbild: 

20 Es sind verschiedene bildanalytische Verfahren zur Schwellenwert- 

Bestimmung bekannt. Urn ein mogiichst robustes Verfahren zu bekommen, 
kann der optimale Schwellenwert fur den Obergang vom Grauwertbild zum 
Binarbild, was ublichenweise als Segmentation bezeichnet wird, vorzugsweise 
durch eine sogenannte Entropiemaximierung ermittelt werden. Die Idee bei 

25 der Entropiemaximierung ist die Emiittlung eines Schwellwertes (ThreshoM) 
im Grauwerthistogramm des Bildes derart, dass sich das durch die 
Anwendung dieses Schwellwertes ergebene Binarbild eine mogiichst groBe 
Entropie aufweist. Wie z.B. aus H. Rohling, "Einfuhrung in die Infonnations- 
und Codiemngstheorie", Teubner Verlag 1995, bekannt, ist der Entropiegehalt 

30 das MaS fur den Infomiationsgehait eines Bildes. Durch die Bestimmung des 
Schwellwertes mitlels Entropiemaximiemng bekommt man daher ein Binarbild 
mit maximal mdglichem Informationsgehalt 
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Dieses Verfahren eignet sich gut fur die automatische Segmentation, also die 
automatische Exlraktlon von Bildobjekten aus einem Bild. Elnzelheiten zur 
Segmentation warden in Grundlelirbuclfiern zur Bildverarbeitung beschrieben, 
beispielsweise in dem Buch von Sierra, J. , „lmage Analysis and Mathematical 
5 Morphology", Academic Press, 1988. 

Bei dem vorgestellten Verfahren ist die Segmentation von Bildobjekten eine 
Voraussetzung fOr die Berechnung der Laserschnittlinie, d.h. der Linie, entlang 
derer der Laser bei dem Laser-Mikrodissektions-Verfahren gefuhrt wird. Bei 
1 0 schwierig zu segmentierenden Bildobjekten kann der Benutzer zudem aucli 
auf manuelle Weise einen Schwellenwert zur Binarbilderzeugung angeben, 
indem er fur jeden Farbkanal getrennt einen Schwellenwert festlegt. 

5. Binarbildverarbeitung: 

1 5 GemaB Fig. 1 .2 schlieBt sich nun als weiterer Schritt die Binarbildverarbeitung 
an. Hier werden kleinere Artefakte (Einzelpixel, kleine Pixelkluster etc.) aus 
dem Bild entfemt. Diese Vorgehensweise soil erfindungsgemaB dazu fuhren, 
dass kleine Objekte mit einem Durchmesser, der f Qr das Laserschnitt- 
Verfahren zu kleln ist, vor dem Schneiden eliminiert werden. Dabei ist der 

20 Wert, ab welchem ein Objekt fur das Laserschnittverfahren als zu klein 
erachtet wird, einstellbar. Hierbei kann die bildanalytisch bekannte 
Morphologie genutzt werden. Die bildanalytische Morphologie wird ausfuhrlich 
behandelt in Sen-a, J. , „lmage Analysis and Mathematical Morphology", 
Academic Press, 1988. Im beschriebenen Verfahren wird speziell die Erosion 

25 als spezieller bildmorphologischer Filter eingesetzt. Durch Wahl der GroBe 
des morphologischen Operators (SE = strukturierendes Element, Begriff aus 
der mathematischen Morphologie) oder aber aquivalent durch die Anzahl der 
Zyklen, mrt der ein SE bestimmter GroBe auf das Binarbild angewendet wird, 
kann der Benutzer einstellen, welche TeilchengroBen vor dem Laserschnitt 

30 ausgeschlossen werden sollen. Zudem kann man unter Ausnutzung der 
Moglichkeiten der bildanalytischen Morphologie auch ganz bestimmte 
Forinen, also nicht nur ObjektgroBen, sondern auch Objekte mit bestimmten 
Formen, aus dem Bild herausfiltem. So gelingl z.B. das Ignorieren von 
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lanzettartigen kleinen Objekten, wahrend kleine runde Objekte ungeftltert dem 
SchneideprozeB zugefuhrt werden. 

6. Segmentation und Bestfmmung der Objektmerkmale: 

5 In diesem Analyseschritt werden zunachst die Objektmerkmale jedes 
segmentierten Objekts ermittelt (sogenannte Merkmalsextraktion). Die 
Merkmale, die zur Objektklassifizierung fierangezogen werden, werden aus 
dem Binarbild bestimml und nachfolgend Klassifikationsmerkmale genannt. Zu 
den klassifizierbaren Merkmalen gehoren alle l\4erkmale, die derzeit mittels 

1 0 Bildanalyse gemessen werden konnen oder die aus a priori Wissen abgeleitet 
werden konnen sowie jegliche Linearkombination der Parameter. I\^erkmale 
sind Z.B. Flache, konvexe Flache, aquivalenter Durchmesser, Lange, Breite, 
Winkel, Orientierung, Rundheit, Langen-Breiten-Verlialtnis, Ausbauchung, 
Farbwerte in RGB-Metrik oder jeder anderen Farbmetrik, Kurvenlange, 

1 5 Kurvenbreite, horizontale und vertikale Projektion, Textur, Energie etc.. 

Als ein sehr wichtiges Merkmal stellt sich die Position des sogenannten FCP, 
des Feature Count Points (eIn wohl definierter Startpunkt zur Beschrelbung 
der Lage eines Objektes), dar. Unter dem FCP verstelit man ein 
20 ausgezeichnetes Randpixel im Binarbild, z.B. Jenes Pixel, welches das 
unterste, rechteste Pixel im Binarobjekt ist oder aber jenes, welclies das 
oberste, am weitesten links iiegende Pixel ist. Es dient gewissermaBen als 
Startpunkt fOr die Kontur um jedes Bin§robjekt. 

25 Nach der Vemiessung der Objekte im Binarbild liegt eine Liste mit den 
Mertonalen ailer Objekte vor. 





FCP 
X 


FCP 
Y 


Flache 


Lange 
(Mm) 


Rundheit 


.... weitere 


Objektl 


10 


23 


10 


23 


1.2 




Objekt2 


26 


123 


100 


433 


1.4 




Objekts 


234 


28 


4711 


345 


2.5 




Objekt4 


165 


278 


2364 


9721 


1.8 


















Objektn 


276 


345 


1254 


3453 


2.3 





Tab 1.2: (Beispiel) IVIerkmale die zu alien Binarbildobjekten gemessen wurden 
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7. Objektklassifizierung : 

Der nachste Schritt besteht in einem Vergleich der extrahierten 
Objektmerkmale mit den vorgegebenen Klassifikationsmerkmalen. Dazu 
warden die Kombinationen der gemessenen Objektmerfcmale der mit dem 
5 Laser auszuschneidenden Objekte mit den Werten der 

Klassifikationsmerkmale auf Obereinstimmung geprOft. Auf diese Weise 
werden die gewunschten, auszusclineidenden Objekte von den nicht 
gewunschten Objekten unterschieden. Da fur die gewunschten Objekte des 
gleichen Typs eine Anzalil cliarakterisierender Merkmale festgelegt wurde und 
10 da fur Objekte eines anderen Typs andere Merkmale festgelegt wurden, 

konnen a(le Objekte eindeutig einen solchen Typ zugeordnet werden Oder als 
Ausschuss, also nicht brauchbar, klassifiziert werden. Die nicht brauchbaren 
Objekte werden dann ausgesondert und damit auch nicht ausgeschnitten. 

1 5 Nachfolgend wird ein Beispiel hierzu gegeben: 





Ge- 
messene 
Flache 
(Mm2) 


Vergleichswert 
der Fiache {\KrP) 


Beurteilung, ob das Objekt ausgeschnitten 
werden soil 


Objektl 


10 


5 ... 500 


10 innerhaib intervail [5,500] = ausschneiden 


Objekt2 


100 


5 ... 500 


100 innerhaib Intervail [5,500] = ausschneiden 


Ol^ektS 


4711 


5 ... 500 


4711 auBerhalb Interval! [5,500] = NICHT 
ausschneiden 


Obiekt4 


2364 


5... 500 


2364 auBerhalb intervail [5.500] NICHT 
ausschneiden 










Objektn 


1254 


5 ... 500 


1254 auBerhalb interval! [5,500] = NICHT 
ausschneiden 



Tab 1.3: (Beispiel) Objektidentifikation uber Merl^malsbereiche 



in Tab 1.3 ist wird jede gemessene Objektflache mit einem 
20 Flachenwertebereich verglichen. Im Beispiel vArd ein Objekt dann identifiziert, 
wenn seine gemessene Flache innerhaib der vorgegebenen Vergleichswerte 
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Oder Grenzwerte liegt. 1st der Vergleich Wahr» ist also die gemessene RSiche 
(z.B. 10 |jim^ innerhalb des Wertebereichs [5 iim^, 500 \m% so wird das 
Objekt akzeptiert und letztlich durch den Laser ausgeschnitten. Formal lasst 
sich also sagen: 

5 

wem F e Wertebereich => dam Teilchen ausschneiden, 

gemessen 

wem F i Wertebereich => dam Teilchen nicht ausscltneideriy 

gemessen — — 

wobei F die RSche des Objekts bedeutet. NatQrlich kann der Benirtzer auch 
1 0 andere Kriterien zum Ausschneiden def inleren. 

So konnen natOrlich auch Objekte, die sich nicht im Wertebereich befinden, 
per Laser ausgeschnitten werden: 

15 wem F ^Wertebereich :=> dmn Teilchen ausschneiden 

gemessen 

wem F e Wertebereich dann Teilchen nicht ausschneiden 

gemessen 

Fuhrt man folgende Schreibweise ein 

20 FW = F ist imWertebereich ; FW ^ F nicht ist im Wertebereich , 

so wird deutlich, dass man jede Kombination von gemessenen Merkmalen, 
Jewells mit einem Individuellen Wertebereich versehen, dazu venvenden kann, 
ein Kriterium festzulegen, welches es eriaubt, bestimmte Objekte in dem 
25 Praparat f Or das Ausschneiden zu identlflzleren. 
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FW 


FISche im Wertebereich 


RW 


Rundheit im Wertebereich 


LW 


Lange im Wertebereich 


CW 


Farbe (Color) Im Wertebereich 




... weitere Merkmale im Wertebereich ... 



Tab 1.4: (Beispiel) Verschiedene Merkmale im Wertebereich, der zuvor 

definiert wurde 



5 

Somit konnte man die Ausschneidebedingung def inieren als 
Ausschneiden wenn iFW + iiW + LW + CW , 
10 oderaber 

Ausschneiden wenn FW + KW -i-LW-^-CW. 

Letzteres bedeutet, dass ein Objekt vom Laser dann ausgeschnitten wird, 
1 5 wenn die Rache des gemessenen Objekts innerhalb des Wertebereichs liegti 
die Rundheit und die Lange jeweils auSerhalb der entsprechenden 
Wertebereiche liegen und zugleich die Farbe des Objekts Innerhalb des 
Wertebereiches liegt. 

20 Da auf diese Weise sehr viele individuelie, gemessene Merkmale mit ihren 
zugehorigen Wertebereichen vergliohen werden konnen und viele Merkmale 
kombiniert werden konnen, ist nahezu jedes Objekt im Bild eindeutig durch 
einen bestimmten Satz von Merkmalen identifizierbar. 
Es konnen zudem verschiedene Objekttypen erkannt werden und in 

25 verschiedenen Auffangbehaltern individuell gesammelt werden. Z.B. konnen 
zwei Objekttypen individuell unterschieden werden mittels 
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Objekil: Ausschneiden wem FWl + RWl und 

Objekt 2 : Ausschneiden wenn FWl + RW2 

5 falls W1 nicht gleich W2. Da das System verschiedene Auffangbehalter fur 
das Schnittgut besitzt, konnen verschiedene Objekte auch individuell 
gesammelt werden. 

8. Automatische Schnittlinfenbestimmung fur den Laser: 

1 0 Wenn die fQr das Ausschneiden vorgesehenen Objekte identifiziert wurden, 
wird im letzten Schritt gemaB Rg. 1.2 das Ausschneiden vorbereitet. Zunachst 
wird bildanalytisch die Objektkontur jedes identifizierten Objektes bestimmt. 
Diese Objektkontur wird in xy-Koordinaten auf dem Praparat angegeben, an 
denen mit dem Laser geschnitten werden soil. Auf diese Welse wird vom 

1 5 System automatisch eine Schnittiinie bestimmt. 

Vor der automatischen Schnittlinienbestimmung IcSnnen die identifizierten Objekte jedoch nocii 
selelctivweiteren Prozess-Schritten untenvorfen werden, wie nachfdigend beschrieben. 
Beispielsweise werden eng beieinanderliegende Gmppen von Objekten im 

20 Bild geclustert, d.h. zu einer gemeinsam auszuschneidenden Objektgruppe 
zusammengefasst, wie in Rg. 1.3 dargestellt. Hier bilden vier dicht 
zusammenliegende Objekte 34 ein Cluster 35. FQr diesen Cluster wird dann 
eine gemeinsame auBen umschlieBende AuBenschnittlinie 36 bestimmt. 
Dadurch wird erfindungsgemaB verhindert, dass der Laser wahrend des 

25 Schneidens benachbarte Priparatobjekte „durchschneider, da diese Objekte 
zu dicht an dem Objekt liegen, welches zurzeit gerade ausgeschnitten wird 
(vergleiche Rg. 1.3). Auch hier kann man die Morphologle einsetzen: Im 
vorliegenden Ausfuhrungsbeispiel wird eine Clusterung durch SchlieBen 
erreicht, wobei unter n-maligem SchlieBen in der Bildanalyse die sequentielle 

30 Ausfuhnjng von n Dilatationen, gefolgt von n Erosionen, gemeint 1st. Dieses 
Prinzip ist bekannt von Schnaider, siehe 
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http://wvw.zgdv.de/zgdv/departments/22/Z2Staf^schnaide/loc^^^ 
3"02.pdf. 

5 Wie in Fig. 1.4 dargeslellt, konnen auBerdem auch kSnnen innere „L6cher" in 
Clustem von fur das Schneiden vorgesehenen Objekten beim Schnitt extra 
behandelt werden. HIer ergibt sich ein Loch 37 dadurch, dass mehrere 
Objekte 34 zwar geclustert werden, jedoch im Inneren dieses entstandenen 
Clusters 35 ein gewlsser Bereich, also das Loch 37, frei ist, also ohne 

10 Objekte, die es auszuschneiden gilt. Es wird eine inneniiegende 

Innenschnittlinie 38 und eine auBere AuBenschnittlinie 36 bestimmt. Die 
Reihenfolge der Schnitte Ist dann so, dass zuerst das Loch entlang der 
Innenschnittlinie 36 ausgeschnitten wird und dann erst der eigentliche Cluster 
35 entlang der AuBenschnittlinie 36 ausgeschnitten wird. Damit wird en-eicht, 

1 5 dass der „Reinheitsgrad'' ausgeschnittener Bereiche nicht durch das Material 
der Innerhalb liegenden „L5cher" verringert wird. 

Durch Vergleich der Objektposition mit der Bildrandposition kann zudem 
festgestellt werden, ob ein klassffiziertes Objekt den Rand des Videobildes 
20 touchiert oder nicht. Auf diese Weise wird erfindungsgemaB verhindert, dass 
der Laser unvollstandige Objekte, die durch den Bildrand „abgeschnitten" 
werden, ebenso unvollstandig ausschneidet. So kann das System foigende 
Option, z. B. mittels Software-Auswahl oder Wahlschalter, dem Benutzer 
anbieten: 

25 

Wenn Objekt Bildrand beriihrt dam Objekt nicht aussclmeidenl 

Diese Option ist vorzugsweise durch den Benutzer wahiweise aktivierbar und 
abschaitbar. 

30 

Daruber hinaus ist es mit dem erfindungsgemaBen Verfahren mSglich, die 
segmentierten Objekte verschiedenen Objektfypen zuzuordnen. Dazu werden 
fur die unterschiedlichen Typen von Objekten im Praparat unterschiedliche 
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Gruppen von Klassifikationsmerkmalen vordefinlert. Bei Obereinstlmmung der 
Objektmerkmale eines Objekls mil einer bestimmten Gruppe von 
Klassifikationsmerkmalen wird das Objekt klassifiziert und auf diese Weise 
dem durch die Klassifikationsmerkmale definierten Objekttyp zugeordnet In 
5 einer besonderen Ausgestaltung weist das System einen visuellen Lernmodus 
auf, in dem ein Benutzer ohne umfangreiche Kenntnisse von bildanalytischen 
Methoden neue Oder andere Kriterien zum Ausschnelden definieren kann. 
Dazu wahit der Benutzer lediglfeh mit der Computermaus am Bildschirm die 
von ihm gewQnschten Objekte bzw. Objekttypen aus und das System 
1 0 bestimmt zu den ausgewahlten Objekten bzw. Objekttypen automatisch die 
Klassffikatlonsmerkmale. 

Schnittlinlenbestimmung: 

In einer mSglichen Ausfuhrungsform des Verfahrens wird der Laser mittels 
1 5 einer Ablenkeinheit f Qr die Richtungen x, y uber das PrSparat gef Qhrt und 
schneidet auf diese Weise Bereiche aus dem Praparat aus. In einer anderen 
Ausfuhrungsfonn wird der Laserstrahl ortsfest gehalten und der x-y-Tisch 
verfahren. Eine Kombination von Tischbewegung und Laserstrafilfuhrung ist 
auch moglich. Um eine bestimmte Schnittfigur zu bekommen, wird der Laser 
20 relativ zu dem Praparat langs einer Kun^e gef uiirt. Die Kun^e ist durcli eine 
Scfiar von x, y Koordinaten gekennzeichnet. 

Da das Praparat oder ein Ausschnitt des Praparates per Kamera auf dem 
IVlonitor zu sehen ist und da eine Abbildungsvorschrift existiert, welclie die 
25 Pixelkoordinaten des Bildes auf entsprecliende Koordinaten der 

Laserbewegung abbildet, kSnnen in das iVlonitorbild eingezeichnete Kurven in 
einen Lasersclinitt umgesetzt werden. Dazu werden die Koordinaten der 
Kun^e im Monitorbtid durch eine affine Abbiidung auf die Laserbewegung 
ubertragen. 

30 

Das heiBt es gibt eine (ineare Abbiidung 
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f Qr einen Veklor 

ueV 

mit 

u:V-^V 

Somit wird sich jeder Punkt auf dem Bild mittels der linearen Abbildung auf 
einen Punkt auf dem Praparat abgebildet, der durch den Laser bzw. durch die 
Laserablenkeinheit erreicht werden kann. Es gilt 




^^1 <h2j 



10 Wobei (x', y') die Laserposition und (x, y) die Bildkoordinatenposition und (x t, 
y t) ein linearer Versctiiebungsvektor isl. 

Diese Tatsache wird nun erfindungsgemaB dazu venwendet, um ein 
automatisches Ausschneiden der zuvor identifizierten und klassifizierten 
1 5 Praparatobjekte zu errelchen. 

Dazu wird im ersten Scliritl die Objektkontur um jedes einzelne identif izierte 
und klassifizierte Praparatobjekt ermittelt. Um die Objektkontur zu berechnen, 
kann man sich des sog. Freeman-Codes oder Kettencodes bedienen. 

20 

Zur Eriauterung der Vorgehensweise zur Ermittlung einer Konturlinie 1st in Fig. 
1.5 exemplarisch ein einziges Binarobjekt eingezeichnet. Die Pixel des 
Bildausschnittes In Rg. 1.5 sind gemaB ihrer x, y Koordtnaten 
gekennzeichnet. Die GroSe des Testbildes in Fig. 1.5 1st 11x8 Pixel. Das 

25 Binarobjekt ist durch grau eingefarbte Quadrate, welche die Bildpixel 

darstellen, gekennzeichnet. Die AuBenkontur der grauen Quadrate (= Pixel)) 
kennzeichnet den auBeren Objektrand. Diesen Rand gilt es zu bestimmen, 
denn er ist Grundlage fur die spatere Bestimmung der Laserschnittlinie. 
Wurde der Laser, entsprechend abgebildet, enUang der Koordinatenfolge 

30 {{7,1}, {8,1},{9,2}, ... {6,3},{7,2}} der grauen Pixel gefuhrt werden, so wurde das 
Objekt ausgeschnitten. 
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Als Startpunkt fur das Ausschneiden wurde der oberstei linkste 
Binarobjektpunkl gewahlt, Punkt {7,1}. Dieser Aufpunkl wird im Folgenden 
allgemein Feature Count Point (FCP) genannt. Ein FCP ist immer der 
Startpunkt und hat wie jedes Pixel eine x-y-Koordinate. Im Folgenden wird fur 
5 jedes Binarbildobjekt der zu jedem Objekt zugehdrige oberste, linkste 
Konturpixel als Feature Count Point FCP definiert. Es kann naturlich jedes 
Konturpixei als FCP definiert werden, wichtig ist hier nur eine einheitliche 
Festlegung. 

10 Urn die Laserschnittlinie aus einem Bild automatiscli zu bestinDmen, muss 
zunachst ein Binarbild vorliegen, in welchem die Bifdobjekte von interesse als 
binares Muster vorliegen. Wenn ein solches Binarbild vorliegt, so haben alle 
Bildobjekte den gleichen Grauwert. 

1 5 Urn die Konturlinie fur den Laserschnitt zu bestimmen, werden die 

Binarobjekte in dem Binarbild zunachst gelabelt, d.h. jedes Objekt bekommt 
einen individuellen, konstanten Grauwert zugewiesen, der alien seinen Pixein 
zugeordnet wird, z.B. Grauwert 3 fur alle Pixel eines Objekts usw.. 
GewissennaQen \mrd hier aus dem Binarbild weder ein Grauwertbild erzeugt, 

20 in dem alle Pixel, die zu einem zusammenhangenden Objekt gehoren, einen 
einheitlichen, eindeutigen Grauwert bekommen. In Fig. 1.6 sind vier Objekte 
28, 29, 30 und 31 dargestellt, die jeweils durch eine zusammenhangende 
Pixelmenge dargestellt werden. Durch das Label bekam jedes Objekt, 
welches zuvor in dem Binarbild einen einheitlichen Grauwert hatte, nun einen 

25 individuellen Grauwert. 

In Rg. 1.6 bekam z.B. das Objekt 29 den Grauwert 2. Dieses Objekt wurde 
also mit dem Grauwert 2 gelabelt. 

Im nachsten Schritt werden fur alle Objekte die AuBenpixel, also jene Pixel, 
30 welche am AuBenrand des Objektes liegen, bestimmt. Dazu werden zunachst 
alle Locher in einem Objekt geschlossen. Dabei werden als Loch diejenigen 
Pixel bezeichnet, die vollstandig von Pixein mit anderen Grauwerten 
umschlossen sind. Ein solches Beispiel ist in Fig. 1.6 mit dem Objekt 31 
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gezeigt. Dieses Objekt 31 weist ein solches innenllegendes Loch auf, das in 
diesem Beispiel aus zwei zusammenhangenden Pixein besteht. Ob ein Objekt 
Ldciier hat, lasst sich uber die Euierzahl feststellen: 

E=:K-L 

mit 

E = Eulerzahl; K = Anzahl der Objekte; L = Anzahl der Locher 

Die Eulerzahl ist ein topologisches Merkmal und andert sich deshaib bei 
einfachen Transfonnationen nicht. Werden zunachst vor der Transformatton 
alle Locher innerhalb der einzelnen Objekte des Bildes geschlossen, d.h. L = 0 
und E = K, treten auch bei der Abbildung des Biides auf die Laserschnittlinie 
kelne Lochkonturen mehr auf, 

Danach kann die AuBenkontur jedes Bildobjekles, welches keine Locher mehr 
hat, leicht bestimmt werden. Hierzu ist festzustellen, dass jedes Pixel, welches 
ganz innerhalb eines Objektes liegt, vollstandig von Objektpixein des gleichen 
Grauwertes umgeben ist. Jedes Pixel, welches nicht vollstandig von 
Objektpixein gehort, muss daher zum AuBenrand des Objektes gehoren, 
wenn das Objekt keine Locher hat. Dieses Kriterium wird fur jedes Pixel 
uberpruft und auf diese Weise die Randpixel bestimmt. 

Die Randpixel zu einem Objekt werden gemaB der Freeman-Vorschrift kodiert 
und in die dem Objekt zugeordnete Werteliste abgespeichert, Dabei wird zur 
Richtungskodierung eine 8er-Umgebung venvendet, d.h. jedes Pixel ist von 8 
anderen Pixein umgeben. Prinzipiell kann man auch eine 4er-Umgebung 
verwenden, bei der entweder die 4 diagonalen oder die 4 nicht diagonalen 
Pixel berucksichtigt werden. Eine Ber-Umgebung ergibt eine hohere 
Genauigkeit, wahrend eine 4er Umgebung schneller berechnet werden kann. 

In Fig. 1.7a) ist eine solche 8er-Umgebung fur einen Freeman-Code gezeigt. 
Der Zentralpixel ist jeweils von 8 Nachbarpixein umgeben. Die Freeman- 
Notation gibt nun jedem Nachbarpixel, das eine bestlmmte Schrfttrichtung 



wo 2005/040762 



PCT/EP2004/052600 



20 

reprasentiert, eine eindeutige ZahL Danach durchiauft man die Objektkontur 
von ernem FCP aus anfangend. 

In Fig. iJ.b) sind die Randpixel eines Objektes dargestelit. In diesem Beispiel 
1st der FCP das auBerst linke, oberste Pixel. Dieser Punkt ist der Slartpunkt. 
5 Von diesem Punkt aus bestimmt man die nachste Pixelposition 2.B. im 
Uhrzeigersinn. Entsprechend dem Freeman-Code, wie in Fig. 1.7a) 
dargestelit, f indet man den nachsten Pixel auf Position 3. Von diesem Pixel 
aus betrachtet den nachsten Pixel an Position 3, von diesem aus betraclitet 
den nachsten Pixel auf Position 5 usw. . 

10 

Indem jede Objektkontur vollstandig, von dem jeweiligen FOP ausgehend, 
abgeschritten wird, bekommt man einen Freeman-Code in Form einer 
Zahlenkette, welche die Konturdes jeweiligen Objekts vollstandig beschreibt. 
Indem zusatzlich fur jedes Objekt die Koordinaten des FCP gespeichert 

15 werden, sind alle Objekte im Bild vollstandig in Kontur und Position 

beschreibbar. Rg. 1,7c) zeigt die entsprechende Schreibweise des Freeman- 
Codes fur die Randpixel des in Fig. 1.7b) dargestellten Objektes. Durch 
dieses Kodiemngsverfahren wird als Zwischenergebnis eine Liste mit 
Konturdaten zu alien Objekten erzeugt, welche die jeweilige Position des FCP 

20 umfasst, von dem aus eine Objektkontur beschrieben werden muss. 





FCP 
X 


FCP 
Y 


Freeman-Code beschreibt 
AuBenlaserschnittlinie von Objekt 


Objekt 1 


Xi 


yi 


2333563345673000... 


Objekt 2 


Xa 


ya 


422334 87776002345... 


Objekt 3 


X3 


ya 


66 73 33222 1 1 766 0 0333... 


Objekt 4 


X4 


y4 


3365221 00655... 










Objekt n 


x„ 


yn 


22356667655321 1 000... 



Tab 1.5: (Beispiel) Bestimmung des Laserschnittcodes durch Venvendung 
eines Konturanalyseverfahrens 



25 
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Aus dem Freeman-Code und den FCP-Koordinaten wird die exakte x-y- 
Positfon eines jeden Pixels berechnet Damft istdie Laserschnittlinie zunachst 
vollstandig beschrieben. Grundsatzlich sind jedoch auch andere 
Kodierungverfahren moglich. 

5 

Wird eine Freeman-Codierung wie in Fig. 1.7. venwendet. so ergibt sicli 
folgende Umrechnungstabelle fur die jeweils nachste 
Pixelposition in x, y: 



Freeman-Code 


Letzte . 
Pixelposition 


dx 


dy 


0 


X Last > y Last 


-1 


-1 


1 


XLast 1 /Last 


0 


-1 


2 


Xlast 1 y Last 


+1 


-1 


3 


X last 1 y Last 


+1 


0 


4 


X last 1 y Last 


+1 


+1 


5 


XLast 1 yi3sl 


0 


+1 


6 


^LastsyUst 


-1 


+1 


7 


XLastsyLast 


-1 


0 



10 Tab 1 .6: (Beispiel) Umreohnung des Freeman-Codes in l^onkrete 

PIxelkoordinaten 

Dabei werden zu Beginn die Startwerte des FCP eingesetzt: 

Xust = Xfcp 

Yiasi = ypcp 

AnschlieBend wird dem Freeman-Code an der Kontur entlang gefolgt Am 
Ende dieser Prozedur liegt der Lasersclinittcode fur jedes identifizierte und 
20 klassif izierte Bildobjeid einzein vor, welclier mittels der Transfomiation 
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X 



[021 ^nj 



von den Bildkoordinaten auf die entsprechenden Laserkoordinaten Qbertragen 
wird. Der Translationsvektor {x t , y t } kann die Laserschnittlinie verschieben. 

5 

Durch die Art der Abbildung wird auBerdem die gefundene Lasersclinittlinie, 
die das Objekt umgibt, skaliert. Dies wird genutzt, urn Objekte mit geringerer 
Auflosung (niedriger vergroBerndes Objektiv) bildanalytisch auszuwerten und 
dann, nach einer manueiten oder automatischen Umschaitung des MIkroskops 
1 0 auf eine hohere Auflosung (= hoher vergroBerndes Objektiv), die 
klassffizierten Objekte per Laserstrahl auszuschneiden. Da die 
Laserschnittlinie als Vektorbeschreibung vorliegt, gelingt eIne nahezu 
verlustlose Skaiierung der Laserschnittlinien, die bei niedriger VergroBerung 
gefunden wurden, auf das Bild mit hdherer Auflosung. 

15 

Da mit einer Umschaitung auf eine h5here VergroBerung eine Verkleinerung 
des Bildfeldes einhergeht, iiegen manche der Schnittlinien auBerhalb des 
aktuellen Bildfeldes und sind daher zunachst nicht mehr mit dem Laserstrahl 
erreichbar. Da jedoch die Laserschnittllnienpositionen auBerhalb des aktuellen 
20 Sehfeldes bekannt sind, konnen sie durch eine automatische Versteliung der 
Mikroskoptischposition repositioniert werden. Dies winj erreicht durch den 
Einsatz geeigneter Mittel, wie beispielsweise eines automatischen Tisches, 
eines automatischen Objektivwechseis etc. 

25 Bei sehr hohen VergroBerungen und kleinen Objekten wird bei Bedarf die 
Tischpositionierungsgenauigkeit durch den zusatzlichen Einsatz von Piezo- 
Translatoren fOr die x- und y-Richtung des Tisches verbessert. Dabei kann 
gleichwirkend auch die Versteliung der Praparat-Halterung mittels Piezo- 
Translatoren erfolgen. Da der Laserstrahl uber eine Ablenkeinheit in der 

30 Auflichtachse abgelenkt wird und dabei schneidet und auBerdem zuvor die 
auszuschneidenden Objekte automatisch in Ihrer Position emiitteit wurden, 
gelingt durch Kombinatlon von Tischbewegung zum Anfahren der optimalen 



wo 2005/040762 



PCT/EP2004/052600 



23 



Schneidposition (in der Nahe der optischen Achse) und Laserschnitt entlang 
der'automatisch gefundenen Laserschnittlinle per Ablenkeinheit ein 
hochpraztses und schnelles Ausschneiden der automatisch gefundenen 
Objekte. 

5 

Durch eine gunstige Kombination von gleichzeitiger Bewegung des 
Laserstrahls miOels der Ablenkeinheit in der Auflichtachse, der „nonnalen" 
Mikroskoptischbewegung und der gegebenenfalls vorhandenen feineren 
Auflosung durch den zusatzlichen Einsatz von Plezo-Translatoren kdnnen die 

1 0 automatisch gefundenen Laserschnittlinien zudem schneller angefahren 
werden. Dabei wird der eigentliche Schneideprozess durch die Ablenkeinheit 
in der Auflichtachse vorgenommen, wahrend die Grob- und Feinpositioniemng 
der Objekte durch geeignete automatische Bewegungen der beteiligten 
Aktoren (= Piezo-Translatoren) fOr die x-y-Positlonierung vorgenommen 

15 werden. 

Dabei wird das Problem der notwendigen Refokussiemng nach Umschalten in 
einen anderen Auflosungsmodus, d.h. auf ein anderes Objektiv, durch den 
Einsatz eines Autofokus gelost. Die erforderliche Geschwindigkeit wird durch 
20 den Einsatz eines Piezofokus am Objektiv erzielt, d.h. das Objektiv wird per 
Piezo-Transiator vertikal bewegt. 

Weitere Ausfuhrungsmoglichkeiten einer Fokussierung bestehen in dem 
manuellen Scharfstellen oder aber durch Venvendung von Schrittmotoren zur 
25 elektronisch gesteuerten Fokussierung uber die vertikale Z- Achse des 
IVlikroskops. Der Vorteil der schnellen automatischen Fokussierung liegt 
erfindungsgemaB darin, das ein optimaler l-aserschnitt durchgefOhrt werden 
kann, wenn der Laser stets in der gewunschten Schnittebene, d.h. Praperat- 
Ebene, fokussiert wird. 

30 

Bei vollautomatischen Prozessen wie der automatischen Laserschnittlinien- 
Bestimmung mil dem anschlieBenden Ausschneiden einer grol3en Anzahl von 
Objekten ist eine automatische und schnelle Fokussiemng unerlaBlich. 
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BerQcksichtigung der Schnittbreite des Lasers: 

Da der Schnitt eines Laserstrahls eine gewisse, nicht zu vernachlassigende 
Breite hat, fuhrt ein Schneiden direkt an der AuBenkante eines Objektes dazu, 

5 dass Telle des Objektrandes mit verbrennen. Dies fQhrt zu unenArtinschten 
Artefakten in der naclifolgenden Analyse. Diese biologlsclien Artefakle 
entstehen dadurch, dass die Verbrennung der Randstruktur zu einer 
Ver3nderung der moiekularen Struktur in den Randberelchen der Objekte 
f ulirt. Da in den melsten Fallen aber die Objekte ausgeschnitten und 

1 0 gesammelt werden, urn deren Eigenschaften in sich anschlieBenden 

biochemisciien Analyse-Schritten (beispieiswelse mrttels PCR) zu bestimmen, 
sind Verbrennungen in den Randberelchen eines Objektes zu vermeiden. 
Dies wird dadurch en^eicht, dass der ausschnefdende Laserstrahl in einem 
gewissen, einstellbaren Abstand so um das Objekt herum gefQhrt wird, dass 

1 5 keine Verbrennungsarlefakte auftreten konnen. 

Ausfuhrungsbeispiel 1: 

Ein Ausfuhrungsbeispiel ist die Anwendung mathematischer Morphologie auf 
das Binarbild, welches als Zwischenverarbeitungsschritt auf dem Wege der 
20 Bestimmung der Laserschnittlinie entsteht. Da das Binarbild vor der 

Bestimmung des Laserschnittlinienprof lis entsteht, also vor der Berechnung 
der Schnittlinie mittels Freeman-Code und Umsetzung auf x-y-Koordinaten 
(wie welter oben beschrieben), wirkt sich eine Manipulation des Binarbildes 
auf die Konturbestimmung aus. 

25 

Indem man das Binarbild dilatiert (Dilatation = morphologischer 
Bildverarbeitungsschritt) werden die Binarobjekte vergroBert. Um eine 
moglichst symmetrische VergroBerung zu erreichen, wird als stnjkturierendes 
Element SE ein symmetrisches Element genommen, welches maBstabsgetreu 
30 und richtungsunabhangig dilatiert. Das kann beispielsweise ein sogenanntes 
Diskelement (siehe z.B. Sien'a) sein. Um das Objekt zu verzerren, kann auch 
ein anderes SE genommen werden, welches die benotigten morphologischen 
Anforderungen erfullt. Daruber hinaus kann die Dilatation zyklisch mehrmals 
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auf die Bildobjekte angewendet werden, wobei sich sich jedesmal jedes 
Bildobjekt im Binarbild um einen bestimmten Pixelbetrag vergroBert. 

Durch Wahl eines geeigneten SE wird erreicht, dass sich be! jedem 
5 Anwendungszyklus das Objekt nur um etwa ein Pixel in jede Richtung 
ausdehnt. Das bedeutet, der Objektdurchmesser vergroBert sich um ca. 2 
Pixel bei jeder Anwendung (Zyklus) eines einigen Dilatationsschrittes mit 
dieser SE. 

1 0 Ferner kann man durch Kalibrierung der Bildplxel die GroBe eines Pixels in 
|im ermitteln. Bei den gewdhnlich ven/vendeten quadratischen Pixein ist daher 

dx pbcei - dy Pixel = GrdBe eines Pixels nach der Kalibrierung. 

15 Da der Laserstrahl eine bekannte Schnittbreite besitzt, kann nun die bendtigte 
ObjektvergroBerung, d.h. die Anzahl der Dilatationsschritte, die bendtigt 
werden, um den Laserstrahl in einem sicheren Abstand um das Objekt zu 
fOhren, bestimmt werden. 

20 Beispiel: 

Laserstrahl - Schnittquerschnitt L s = 8 um 

PixelgroBe (kalibriert) P k = 1 um 

ObjektvergroBerung pro Dilatation D z « i =2 Pixel ( z = 
25 Zyklenanzahi) 

Bendtigter Abstand des Lasers vom Objekt 

LAbstaml=Ls/2 = 4|Jim 

30 

Benotigte Zyklenanzahi fur die Dilatationen Z d um 
gewunschten Laserabstand zu erreichen 
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Z D = L Abstand / P k = 4 Dilatationszyklen 

D.h. nach 4 Dilatationszyklen wird eine virtuelle ObjeklgrSBe erreicht, deren 
AuBenl^ontur den Laser in dem korrekten Abstand vom eigentllchen Objekl 
(vor der kOnstlichen Aufblahung) urn das Objekt fuhren wOrde. indem die 
Laserschnittlinien auf Basis der durch Dilatation entsprechend vergroBerten, 
virtuellen Objekte berechnet werden (wie oben beschrieben), bekommt beim 
Schnitt der Laserstralil die gewunschte Entfernung vom Objektrand und 
schneidet das Objekl sicher und oline Verbrennung der Objektrandbereiche 
aus. 

Ausfuhrungsbeispiel 2: 

In einem wefteren Ausfuhaingsbeispiel wird die Vektorisierung der Schnitllinie 
zugrundegelegt, die zuvor nach dem oben benannten Verfahren zur 
automatischen Laserschnittlinienbestimmung en'eclinet wurde. 

Nun wird jeder Punkt der Lasersclinittiinie einer Skalierungstransfomiation 
unterzogen. Dies erfolgt derart, dass die gewunschte VergroBerung der 
Laserschnittlinie erreicht wird und der Laserstrahl in sicherem Abstand um das 
Objekt herum gefuhrt werden kann, um sicherzusteilen, dass es unbeschadigt 
ausgeschnitten wird. 

Im folgenden wird angenommen, dass die Laserschnittlinie bereits durch 
vorherige Bestimmung (automatisch odermanuell) bekanntist. Die 
Laserschnittlinie besteht aus einer Schar von Punkten Pi mit Koordinaten (x j, 
y i) welche die Laserschnittlinie vollstandig beschreiben. Bei Skaliemng gilt fur 
jeden Punkt P 

wobei sx und sy Skaliemngsfaktoren sind. In Vektomotation wird dies 
beschrieben als 
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wobei Pi der i-te Originalpunkt und P{ der i-te skalierte Punkt der 
5 Laserschnittlinie ist. Somit lautet die Skalierungsgleichung 

fur alle Punkte i aus dem Intervall [0, k] der Laserschnittlinie. Durch diese 
10 Vorgehensweise wind die Laserschnittlinie so skaliert, dass das Objekt in 
sicherem Abstand geschnitten werden kann. Die durch diese Art der 
Skaliemng bedingten Abstande der einzelnen Konturpunkte werden dadurch 
ausgeglichen, das der Laserstrahl in Geraden von Punkt 
Pj zu Punkt Pui schneidet. Bei starken VergroBerungen wird also die 
15 kontinuierlich verlaufende Laserschnittlinie durch ein Polygon angenahert, 
indem die einzelnen Punkte P| durch gerade Abschnitte der Laserschnittlinie 
verbunden werden. 

Ferner konnen Abbildungsverzerrungen (Abberationen) durch eine geeignete 
20 ortsabhangige Adaption der Skalierungsmatrix kompensiert werden, also: 

Transfornriation der Laserschnittlinien 

25 Um die Schnittlinien an unterschiedliche Gegebenheiten anzupassen, wird 
ausgenutzt, dass die automatisch eaechnete Laserschnittlinie als eine Schar 
von Punkten Pi = P (x i, y i) vorliegt. Indem man diese Punkte in eine neue 
Punkteschar transfonniert, erreicht man beliebige Verzerrungen, 
Verschiebungen und Rotationen der Laserschnittlinie zum Zwecke der 

30 Kompensation von Fehlern beim Laserschnitt. Damit konnten beispielsweise 
Abbildungsfehler der den Laserstrahl abbildenden Optik kompensiert werden. 
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Im folgenden werden beispielhaft verschiedene Kompensationsverfahren 
beschrieben. 

Fehlerkompensation Oder Manipulation durcti Translation 

5 Die Schnittlinie wird urn dx und dy verschoben. Die Werte fur dx, dy ergeben 
sich aus den jeweils ermittelten Fehlern, bzw. aus den gewunschten 
Laserschnittlinienmanipuiationen 

10 y/ = y,+rfy 




Oder kurz 

15 P/ = Pf+r 

Verzerrungen konnen durch adaptive Translation, eben durch eine 
Ortsabhangigkeit des Translationswertes, kompensiert werden 

20 

Durch diese MaBnahme konnen z.B. kleine Abweichungen in der Genauigkert 
der Mikroskoptisch - Repositionierung gezielt kompensiert werden. 



25 Fehlerlcompensation oder Manipulation durch Skalierung 

Die SchnitUinie wird urn sx und sy skatiert. Die Werte f Or sx, sy ergeben sich 
aus den jeweils ermittelten Fehlern, bzw. aus den gewOnschten 
Laserschntttiinienmanipulationen 

30 Vi'^sy-y, 
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Oder kurz P/ = 5 • 

5 Verzerrungen konnen durch adaptive Skalieaing, eben durch eine 
Ortsabhangigkeit des Skalieaingswertes, kompensiert warden: 

Durch diese MaBnahme warden z.B. Verzenungen durch Linsenfehler 
1 0 kompensiert. Es ergeben sich die f olgenden Moglichkeiten der 
Laserschnittlinienbeeinflussung 



Pi(Xi) 


Skalierungswert sx 


P|(X|) 


falls Xi > 0 


sx = 0 


X i' liegt auf der y Achse 




sx = 1 


identische Abbildung 




sx = -1 


gespiegelt an y Achse 




sx> 1 


Dehnung 




sx<-1 


Dehnung und gespiegelt 




sx<1 UND |sx|>0 


Stauchung 




sx<1 UND |sx|<0 


Stauchung und 
gespiegelt 


falls X| < 0 


sx = 0 


X (' liegt auf der y Achse 




sx = 1 


identische Abbildung 




sx = -1 


gespiegelt an y Achse 




sx>1 


Dehnung 




sx<-1 


Dehnung und gespiegelt 




sx<1 UND |sx|>0 


Stauchung 




sx<1 UND |sx|<0 


Stauchung und 
gespiegelt 



Tab 1 .7: Moglichkeiten zur Skalierung der Laserschnittlinie in x Richtung (y 

entsprechend) 
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Fehlericompensation Oder Manipulation durch Rotation 

Die Schnittlinie wird urn einen Winkel ©gedreht Der Wert fur Q ergibt sich 
aus den Jewells gewQnschten L^serschnittlinlenmanipulationen 

5 Xf' = Xi- cos(©) - yi • sm(0) 

' = Xj • sin(0) + y, • cos(0) 



10 



R = 



Oder kurz 



|'cos(0) -sin(0) 
\sin(©) cos(0)y 



Verzerrungen kSnnen durch adaptive Drehung einzelner 
Laserschnittlinienpunke, eben durch eine Ortsabhangigkeit des Drehwinkels, 
1 5 kompensiert warden 



Durch dtese MaBnahme werden z.B. Rotationsfehter kompensiert. 



20 Manipulation der Lasersclinlttlinie durch die Komposition von 
Transformationen 

Die oben genannten Manipulationen zur Anpassung der berechneten 
l^serschnittlinie an die Gegebenheiten oder aber zum Zwecke der 
Fehlerkon'ektur oder aber aus sonstigen Anpassungsgrunden konnen auch 
25 durch die Komposition verschiedener Transfomiationen enreicht werden. Der 
Vorteil liegt in der erhdhten Geschwindigkeit, mit der kompiexe 
Laserschnittlinien berechnet und manipuliert werden kSnnen. 

In einer vorteilhaften Ausgestaitung einer fur die Ausubung des Verfahrens 
30 geeigneten Laser-Mikrodissektions-Vonichtung weist diese eine geeignete 
Benutzerschnittstelle auf, die dem Benutzer eine leichte und fur ihn 
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transparente Manipulation l^omplexer Abbildungen von Laserschnittmustern 
ernidglicht. 

Dazu mussen die Transformationen in die 3x3 I\4atrix5chreibweise Qberfuiirt 
5 werden. Es gilt nunmehr fur die Transformationen 

Translation: 



10 



''1 0 dx^ 
0 1 dy 
{0 0 Ij 



Skalierung: 



Pi = 



1 



5 = 



'sx 0 0"^ 
0 0 

P 0 ly 



p,'= 



1 



15 Rotation: 



Pr- 



y, 



''cos© -sin© 0^ 
sin© cos© 0 
vO 0 1 



20 



Kompositionsbeispiele: 

P,'=T,'T^'P, 
P.' = SrS^Pi 
P,' = RrR,P, 



(zwei Transtationen werden ausgefuhrt) 
(zwei Skalierungen werden ausgefuhrt) 
(zwei Rotationen werden ausg^hrt) 



/J' = 5, • r, • • /J (Rotation, Translation, Si<aiienjng wird ausgefuhrt) 



25 
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Durch Kombination der Transformationen kann die zuvor automatisch 
gefundene oder bereits auf anderem Wage bekannte Laserschnittlinie, wenn 
sie nur bekannt ist als eine Schar von Punkten mit Pi = P (x i, y i), in beliebiger 
Weise rotiert, skaiiert und verschoben warden. Insbesondere iassen sich 
5 gleiche Schnittmuster wiederholen, urn so ein Array von gleichartigen 
Schnittmustern auszuschneiden. 

Es ist femer mogiich, die einzelnen Transformationen per Matrixmultiplikation 
zu kombinieren (wobei die Kombinationsreihenfolge im allgemeinen niclit 
10 kommutativ ist). 

Die Darstellung der Lasersclinittlinie als eine Punkteschar emndgliclit also die 
Nutzung aller bekannten Operationen aus der Linearen Algebra um die 
Lasersclinittmuster auf einf acliste Weise und in einer fur dem Benutzer in 
1 5 hochstem MaBe verstandliche und transparente Weise darzustellen. 

Fig. 2 zeigt ein Laser-Mikro-Dissektionsgerat zur DurclifQIirung des 
erfindungsgemaBen Verfahrens, welclies in dieser beispielliaften 
Ausgestaltung beim Schneiden einen Laserstrahl uber eine festgehaltene 
20 Probe bewegt. In einer anderen Ausfulirungsform (nicht dargestellt) wird der 
Laserstrahl ortsfest gehalten und das Praparat relativ dazu bewegt. 

Das Laser-Mikro-Dissektionsgerat unnfasst ein Mikroskop 1 mit einem 
verfahrbaren x-y-Tlsch 2, auf dem ein Praparatehalter 3 angeordnet ist. In 
dieser AusfOhrungsfomn wird ein aufreclites l^ikroskop venvendet. Es ist 
25 jedocli auch mogiich, dafur einen Aufbau mit einem inversen l\^ikroskop zu 
benutzen. 

An der Unterseite des Prdparatehalters 3 befindet sicli ein Praparat 4, aus 
dem ein Objekt ausgesclinitten werden soil. Unter dem x-y-Tiscli 2 sind ein 
Beleuclitungssystem 5 und ein Kondensor 1 1 angeordnet, der das Praparat 4 
30 beleuchtet. Der x-y-Tiscli 2 wird in dieser AusfQhmngsfomi wahrend des 
Schneidvorgangs horizontal, also in x-Rlchtung und in y-Rlchtung, nicht 
verfahren. Unterhalb des Praparats 4 Ist mindestens ein Auffangbehaltnis 19 
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zum Auffangen des ausgeschniRenen Dissektats angeordnet. 

Von einem Laser 6, in diesem Beispiel ein UV-Laser, geht ein Laserstrahl 7 
aus, der in einen Beleuchtungsstrahlengang 20 eingekoppelt wird. In dem 
Beleuchtungsstrahlengang 20 ist eine Laser-Scan-Einrichtung 22 angeordnet. 
5 Der Laserstrahl 7 durchlauft die Laser-Scan-Einriclitung 22 und gelangt Qber 
ein optisches System 13 zu einem Objektiv 9, das den Laserstrahl 7 auf das 
Praparat 4 fokussiert. Das optische System 13 ist mit Vorteil als 
dichromatischer Toiler ausgefuhrt, durch den ein von dem Praparat 4 durch 
das Objektiv 9 ausgehender Abbildungsstrahlengang 21 zu mindestens einem 
10 Okular 12 gelangt. 

Die Einsteilung der Laser-Scan-Einrichtung 22 und damit die Versteilung des 
Laserstrahls 7 auf dem PrSparat 4 erfolgt in dieser Ausfuhrungsfomn mit einem 
der Laser-Scan-Einrichtung 22 zugeordneten Motor 23, einer 
Steuerungseinheit 24 und einem Rechner 16. Der Motor 23 ist mit der 

1 5 Steuerungseinheit 24 verbundenen, welche die Steuersignale zur 

Ansteuerung des Motors 23 liefert. Die Steuerungseinheit 24 ist mit dem 
Rechner 16 verbunden, an den ein Monitor 18 angeschlossen ist. Auf dem 
Monitor 18 wird ein von einer Kamera 17 aufgenommener Bildausschnitt des 
Praparats 4 dargestellt. Mittels einer Rechner-Maus (nicht dafigestellt) oder 

20 einer anderen beliebigen Cursorsteuerungseinrichtung kann auf dem Monitor 
18 in dem Kamerabild eine gewunschte Soll-Schnittliniedefiniert werden. Der 
Rechner 16 ist auBerdem mit der Laserlichtquelle 6 verbunden und liefert 
dieser nur dann Triggersignale zum Ausldsen von Laserimpulsen, wenn ein 
Schnttt durchgefuhrt wird. 

25 Die Laser-Scan-Einrichtung 22 seibst dient als Schnittlinien- 

Steuerungseinheit, die wahrend des Schneidvorgangs eine Relativbewegung 
zwischen dem Laserstrahl 7 und dem Praparat 4 erzeugt. Die Fokussiemng 
des Laserstrahls 7 kann durch manuelles Verfahren des x-y-Tisches 2 in der 
Hohe be! gleichzeitiger visueller Kontrolle des Kamerabildes durch einen 

30 Benutzer erfolgen. Bedienungsfreundlicher ist jedoch eine Ausfuhmngsform 
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der Vorrichtung, die eine Autofokus-Vorrichtung (nicht dargestellt) fur den 
Laserstrahl 7 umfasst. 

Durch Ansteuerung der Laser-Scan-Einrichtung 22 erscheint der Laserstrahl 7 
am Ausgang der Laser-Scan-Einrichtung 22 unter verschiedenen 
5 Ablenkwinkeln. Dabei kann der Laserstrahl 7 durch Variation des 

Ablenkwinkels auf beliebige Positionen auf dem Praparat 4 gefuhrt warden, 
die innerhalb des Sehfeldes des Objektivs 10 liegen. 

Auf dem Rechner 16 ist eine Bildanalyse-Software installiert, mit welcher das 
von der Kamera 17 aufgenommene Bild bearbeftet und mindestens ein 
1 0 auszuschneidendes Objekt entsprechend dem erfindungsgemaBen Verfahren 
automatisch in dem Bild emiittelt wird. Danach wird zu dem Objekt 
automattsch eine Soll-Schnittlinie, die das Objekt umgibt, ennitteit. 

Die Schnittbreite eines Lasers in einer Probe hangt ab von den 
Laserparametern, wie z.B. Laserleistung und Apertur des Laserstrahls 7. 
15 Entsprechend der aktuellen eingestellten Schnittbreite wird zu der 

verfahrensgemaB automatisch bestimmten Soll-Schnittlinie eine Anzaht von 
Sollpositionen des Laserstrahls auf der Probe 4 berechnet, wobei die 
aneinander gereihten Sollpositionen des Laserstrahls 7 die gewunschte Soll- 
Schnittlinie ergeben. 

20 Dann werden auf der Probe 4 nacheinander die Sollpositionen mit der Laser- 
Scan-Einrichtung 22 angefahren. Jedes Mel, wenn die Sollposition des 
Laserstrahls 7 auf der Probe 4 mittels der Laser-Scan-Einrichtung 22 
vorbereitet bzw. eingestellt wurde, liefert der Rechner 16 Triggersignale zum 
Auslosen von Laserpulsen an die Laserlichtquelle 6. Auf diese Weise wird 

25 schrittweise der Laserschnitt im Praparat erzeugt. 

Nach Beendigung der Laserschnitts ist das Dissektat von dem umgebenden 
Praparat 4 vollstandig getrennt und fallt in dieser Anordnung unter Einwirkung 
der Schwerkraft in das daainter angeordnete Auffangbehaltnis 19. 
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Spezielle Ausqestaltunaen des Verfahrens 

Nachfolgend werden noch verschiedene spezielle Ausgestaltungen des 
Verfahrens angegeben. 

Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, 
5 dass zusatzllch eine automatische Shadingkorrektur vorgesehen ist mit 
folgenden Schritten: 

- Manuelle oder automatische Positionierung des Mikroskoptisches an 
einer Position, die entweder als DEFAULT-Position vorprogrammiert 
Oder aftemativ zuvor eingelemt wurde, die es eriaubt, ein Leerbild, also 

1 0 ein Bild der inhomogenen Beleuchtung, aufzunehmen; 

- Abspeichem dieses Shadingkon'ekturt}ildes als reversibles 
Bflddatenfonnat (TIF = Tagged Image File (Bildfomnat), BMP = Bitmap 
(Bildfomnat) etc.); 

- und Anwendung des gespeicherten Shadingbildes auf die 

1 5 nachfolgenden Bilder, in denen Objekte erkannt werden sollen und 

wobei diese Objekte per Laserstrahl ausgeschnitten werden sollen, 
zum Zwecke der Beseitigung der durch die inhomogene Beleuchtung 
hervorgerufenen Bildverfalschung. 

Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, 
20 dass zusatzlich eine automatische und manuelle Objektdetektion von 
auszuschneidenden Objekten vorgesehen ist. Dazu wird mittels eines 
geeigneten Verfahrens ein moglichst gunstiger Schwellenwert in das 
Histogramm geiegt und damit ein optimales Binart)ild erzeugt, welches ein 
GroBtmass an Infomiationen Qber die per Laser auszuschneidenden Objekte 
25 enthalt. Beispielsweise kann durch ein Entropiemaximierungsverfahren der 
optimale Schwellenwert fur eine automatische Binarbilderzeugung bestimmt 
werden. Atternativ kann der Schwellwerl fur die Binarbilderzeugung auch 
manuell eingestellt werden. 

Die Schwellenwerte konnen auf Datentragern gespeichert und wieder 
30 aufgerufen werden, so dass eine wiederholte Objektbinarisierung fur das 
Laserschnlttverfahren vorgenommen werden kann. 
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Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass 
zusatziich eine Beseitigung von kleineren Objekten, die mit dem Laser nicht 
ausgeschnitten werden sollen, vorgesehen ist. Dazu konnen folgende Schritte 
vorgesehen sein: 

5 - kieinere Objekte werden durch bildanalytisclie Morphologie, im 
speziellen durch Erosion, aus dem Binarbild entfernt; 
- uber die Anzalil der Erosionszyklen wird eln MaB fDr die GrdBe der 
Objekte eingestellt, die aus dem Lasersciineidverfahren 
ausgeschlossen werden sollen; 
10 - durch formgebende Faktoren, also durch Ausnutzung der Morphologie 
der venwendeten bildanalytischen Operatoren, werden bestimmte 
Objektfonnen von dem Laserschneidverfahren ausgeschlossen, indem 
man diese Objekte aus dem Binarbild filtert. 



15 Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens zelchnet sich dadurch aus, dass 
zusatziich ein Durchschneidens zu eng benachbarter Objekte im Praparat 
verhindert wird. Dazu werden zu eng benachbarte Btidobjekte, die per Laser 
ausgeschnitten werden sollen, zu einem Cluster zusammengefasst. Dies 
erfolgt derart, dass der Laserschnitt urn alle Teilchen auBen herum gefuhrl 

20 wird und somit der gesamte, zusammenhangende Bereich aus Objekten von 
Interesse ausgeschnitten wird. Somit wird kein Objekt von Interesse 
„durchschnitten". Dabei wrd mathematische Morphologie eingesetzt, urn die 
AuBenkonturiinie fur den Laserschnitt zu bestimmen. 



25 In einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens werden in den gewunschten 
Clustern eingeschlossene Objekte oder Bereiche, die sogenannten Locher, 
von den Clustern separiert. Dazu sind folgende Schritte vorgesehen: 

- es werden mehrere Schnittlinien, im speziellen zwei Schnittlinien, 
berechnet, derart, das n Schnittlinien das Loch oder die Locher 

30 umschlieBen und m Schnittlinien das Objekt oder die Objekte von 

Interesse umschlieBen; 

- es wird eine bestimmte Schnittreihenfolge benutzt, um die Locher von 
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den Objekten von Interesse, also den Clustern, zu trennen. 

In Mikro-Dissektionssystemen basierend auf einem umgekehrten Mikroskop, 
in denen das ausgeschnittene Objekt bzw. der Cluster nach dem 

5 Laserschneiden auf der Praparat-Halterung bzw. auf einem Trager, z.B. einem 
Objektlrager oder einer Petrischale, llegen bleibt, kSnnen die im Cluster 
eingeschlossenen L5cherauch nach dem Ausschneiden des eigentlichen 
Clusters noch ausgeschnrtten warden. Wird jedoch mit einem Mikro- 
Dissektionssystem basierend auf einem aufrechten Mikroskop geschnitten, 

1 0 werden zunachst die innen liegenden Locher und dann die eigentlichen 
Cluster ausgeschnitten. 

Als besonders vorteilhaft erweist es sich, wenn die Locher In anderen 
Auffangbehaltern als die eigentlich interessierenden Objekte gesammelt 
1 5 werden. Auf die Weise werden die Locher als „Abfair entsorgt und der 

Reinheitsgrad der Proben erhoht. Ebenso kann es sich bei den Lochem um 
Objekte oder Berelche handein, die selbst fOr weitere Analysen noch 
interessant sind und daher separat gesammelt werden. 

20 Eine weitere Ausgestaitung des Verfahrens zeichnet sich dadurch aus, dass 
zusatzlich ein automatisches Erfassen und Ausschneiden verschiedener 
Objekte im Praparat auf Basis einer Merkmalsextraktion vorgesehen ist. Dabei 
sind folgende Schritten mdglich: 

- Die Merkmale einer Schar von Objekten werden in einem Blld 
25 vermessen werden, so dass eine Lasermikrodissektion mdglich wird; 

*• Die Merkmale der gemessenen Objekte werden mit vorgegebenen 
Wertebereichen, welche individuell zu jedem Merkmal vorgegeben 
werden, verglichen. 

30 Fur den Routinebetrieb Im Labor enwelsl es sich als vorteilhaft, wenn die 
Wertebereiche, die zum Erkennen und Klassifcieren der Objekte 
herangezogen werden, in jeglicher Weise gespeichert und geladen und somit 
ausgetauscht werden kdnnen. Hierbei kommen als Speichemiedium alle 
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elektronischen Datentrager, Netzwerke, das Internet, geschriebene 
Dokumente, gesprochene Kommandos etc. In Frage. Die Wertebereiche, die 
zum Efkennen und Klassifizieren derObjekte herangezogen warden, konnen 
in Datenbanken gespelchert und geladen werden. Zusatzlicli kdnnen die 
5 Wertebereiche, die zum Erkennen und Klassifizieren der Objekte 

herangezogen werden, durch externe Manipulation in Datenbanken oder 
durch exteme Programme geandert und angepasst werden. 

In einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung kdnnen die Wertebereiche, die 
1 0 zum Erkennen und Klassifizieren der Objekte herangezogen werden, aucb 
dazu dienen, mehrere automatische Laserschneidsysteme, welche 
automatisch Laserschnittlinien bestlmmen und welche Qber ein Daten- 
Netzwerk zu einem System-Cluster verbunden sind, zu synchronisieren. Dies 
geschieht derart, dass alle automatischen Laserschneidsysteme unter 
1 5 gleichen Bedingungen arbeiten. Der System-Cluster kann dabei Qber ein 
lokales Netzwerk, LAN, WLAN, Bluetooth, Internet, Intranet etc. erfolgen. 

Weiterhin kann ein belieblger Vergleichsfonnalismus angewendet werden, mit 
dem Ziel, durch eine Kombination der Einzelvergleiche der gemessenen 

20 Objektmerkmalsdaten mit den individuell vorgegebenen Wertebereichen eine 
eindeutige identifizierung eines Praparatobjektes zu erreichen. 
Dabei konnen verschiedene Objekte anhand individueiler 
l\/lerkmalsdatensatze erkannt werden. Es ist weiterhin vorteilhaft, dass in 
einem Arbeitsgang verschiedene Objekte aus dem Praparat ausgeschnitten 

25 werden konnen und in individuell und automatisch bereitgestellten 
Auffangbehaltern fur das Schnittgut gesammelt werden. 

In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung des Verfahrens werden Objekte, 
die den Bildrand „beruhren", per Bildanalyse identifiziert und dann nicht von 
30 dem Laser ausgeschnitten. Somit wird verhindert, dass ein unvollstandiges 
Objekt bzw. ein unvollstandiger Cluster ausgeschnitten wird. Vieimehr wird 
erreicht, das immer nur vollstandig im Bild befindliche Objekte mit dem Laser 
ausgeschnitten werden. 
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Durch den zusatzlichen Einsatz mikroskopischer und/oder kameratechnischer 
Kontrastierverfahren wird durch ein bildgebendes Verfahren, z.B. mittels einer 
Kamera, ein Praparateauschnitt so geeignet dargeboten, dass auf Basis 
dieses Bildes unter Verwendung von Bildanalyse die l^serschnittline 
5 automatisch bestimmt warden kann. 

Weiterhin wird durch Einblenden der automatisch gefundenen Schnittlinien 
mittels einer Abbiidungsvorrichtung eine Kontroile der Ergebnisse ennoglicht. 
Die Ergebnisse werden direkt im Kamerabild des Laserschneidsystems oder 
1 0 als Einspiegelung im visuellen Mikroskopbild dargestellt. 

Bei der l\Aerkmalsklassifikation der Objekte werden die Objektkonturen Qber 
eine Kodierung der geometrischen Kontur der Objekte beschrieben. Dies 
erfolgt derart, dass die Konturbeschreibung, die aus einer Blldanaiyse 
1 5 automatisch oder teilautomatisch erfolgt, direkt auf die Soilschnittlinie und 
damit die Laserschnittkoordinaten abgebildet werden kann. 

In einer weiteren Ausgestaltung des Verfahrens ist fur die 
Objektklassffizierung ein Lernverfahren vorgesehen, welches die benotigten 

20 Wertebereiche zur Klassif ikation der Objekte, die per leaser ausgeschnitten 
werden sollen, automatisch oder manuell erfassen kann. Dieses 
Lernverfahren ist derart aufgebaut, dass die Wertebereiche mittels einer 
Software eingegeben werden oder mittels einer geeigneten Markierung des 
Objektes, z.B. durch einen Mausklick im Bild des Praparats, automatisch 

25 erfasst werden. 

Objekte, die den Bildrand beruhren, konnen nicht vollstandig per Laser 
ausgeschnitten werden. AuBerdem besteht wegen der unvollstandigen Form 
die Gefahr der Fehl-Klassifikation. Sie werden daher bei Bedarf ignoriert, 
30 indem bei der Objektidentifikation uberprOft wird, ob ein Objekt den Bildrand 
beruhrt oder nicht. Dann wird das Objekt in Abhangigkeit des 
Analyseergebnisses vor den weiteren Prozess-Schritten ausgeblendet oder 
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Eine Unabhangigkeit von der Laserwellenlange wird erreicht, indem die 
automatische Klassifikation und die Berechnung der Laserschnittlinie durch 
den Einsatz von laserwellenlangen-unabhangigen, bildgebenden Verfahren 
erreicht wird. Beispielsweise v\Ard dafOr ein Mikroskopbild mit breitbandiger 
5 Beleuchtung, z. B. im sichtbaren Spektralbereich, aufgenommen und 
verarbeitet. 

Durch geeignete Skalierung der Laserschnittlinie wird erreicht, dass die 
Objekt-Klassifikation und die Laserschnittlinienbestimmung bei niedriger 
10 Vergr68erung vorgenommen warden kann. Dadurch steht ein groSeres 
Sehfeld zur Verfugung, welches mehr Objekte zu detektieren gestattet. 
Dadurch kann dann der eigentliche Ausschneideprozess bei einer hSheren 
VergroBemng vorgenommen werden. 

1 5 Durch den Einsatz von Plezoaktoren fur die x-y-Verschiebung des Praparats 
wird die Genauigkeit des Laserschnlttes erhdht. Zusatzlich erweist es sich als 
vorteilhaft, wenn durch die Venvendung von x-y-Verstelleinrichtungen das 
Objekt und dessen Laserschnittlinie in der Nahe der optischen Achse 
posittoniert werden, urn so optimale Schneidbedingungen zu bekommen. 

20 Dabei wird der Ausschneideprozess von der Ablenkeinheit in der 
Auflichtachse des Mikroskops vorgenommen, wahrend der TIsch die 
auszuschneidenden Objekte automatlsch nahe der optischen Achse 
positioniert. Durch den Einsatz einer geeigneten Linearkombination von 
Bewegungen durch Mikroskoptisch, x-y-Piezotranslator und Ablenkeinheit fur 

25 den Laserschnitt wird eIne VergroBemng der Schnittgeschwindigkeit bei 
gleichzeitiger Erhdhung der Schnittprazision erzielt. 

Durch den Einsatz eines Autofokus wird der schneidende l-aserstrahl immer in 
die optimale Schnittposition gebracht wird und daher ein automatisierter 
30 Auschneideprozess von beliebig vielen Objekten ohne Obenvachung durch 
einen Benutzer emioglicht. Die Geschwindigkeit des Systems wird weiterhin 
durch den Einsatz eines Autofokus in Verbindung mit einem z-PiezotransIator 
und/oder einen z-Gaivanoantrieb wesentlich erhdht. Dabei wind durch den z- 
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Piezotranslator und/oder den z-Galvanoantrieb das Objektiv direkt in z- 
Richtung verstellt. Auf diese Weise kann ein automatisierter 
Auschneideprozess von bellebig vielen Objekten ohne Uberwachung durch 
einen Benutzer erfolgen. 

5 Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens weist zusatzlich eine 

automatische Veranderung des Abstands der Laserschnittlinie vom Objekt 
zum Zwecke des artefaktfreien Ausschneidens auf. Dazu werden die 
Koordinaten der einzelnen Punkte der Soll-Schnittlinie durch eine geeignete 
bildanalytische Bearbeitung der Bildobjekte vor der eigentlichen Laser- 

1 0 Schnittlinienbestimmung so bearbeitet, dass die bearbeitete Soll-Sohnittlinie in 
groBerem Abstand vom segmentierten Objekt verlauft. Vorzugsweise erfolgt 
dazu eine Dilatation des Binarbildes des segmentierten Objektes vor der 
Sclinittlinienberechnung, so dass ein determiniertes VergroBern des Objektes 
urn die gewunschte Anzah! von Pixein durchgefuhrt wird. Die vergroBerten 

1 5 Objekte dienen sodann als Grundlage der Laser-Schnittlinienberechnung wie 
vorab beschrieben. 

Die Koordinaten der einzelnen Punkte der Laserschnittlinie werden durch eine 
geeignete Skalierungstransfomnation vergroBert, so dass beim eigentlichen 
Laserschnitt der Laserstrahl in gesicherler Entfemung urn das Objekt 
20 herumgefuhrt wird. Dazu wird der Laserabstand durch ein Softwareinterface 
durch den Benutzer eingestellt, urn z.B. dem Benutzer das Testen von 
Systemeinstellungen zu eriauben, insbesondere in Hinblick auf die 
Prozessautomatisierung. Der Laserabstand wird automatisch berechnet und 
eingestellt wird, um so vollautomatische Prozesse zu ermoglichen. 

25 

Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens weist zusatzlich einen Ausgleich 
von Abbildungsfehlem (z.B. Verzerrungen) bei der Abbildung des Lasers auf 
das Praparat auf, Dazu wird der Skalierungsfaktor ortsabhangig fomiuliert. 
Altemativ oder zusatzlich wird jeder Laserschnittlinien-Konturpunkt individuell 
30 so verzerrt, dass eine Kompensation von Abbildungsfehlem des 

MIkroskopsystems und der Kameraopttk, also alter Abbildungsetemente, 
erfolgt. Auf diese Weise wird die emnittelte Soll-Schnittlinie prazise und ohne 
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Abbildungsfehler in eine LaserschnitUinie umgesetzt. 

Eine weitere Ausgestaltung des Verfahrens weist zusatzlich eine 
Manipulation, Unearkombinatlon und Fehlerkompensation der 
5 Laserschnittlinien, die zuvor automatisch oder manueli Oder von einem 
Datentrager eingelesen wurden, auf. Dazu sind folgende Schritte moglich: 

Zur Kompensation eines lateralen Felilers be! den nach obigem Verfahren 
erreciineten l-aserschnittlinien wird eine l\/iatrixtransfonnation zum Zwecice der 

10 Translation aller Laserschnittlinienpunkte um einen bestimmten Betrag in x 
und y Riclitung angewendet. Weiterhin kann auf die nach obigem Verfahren 
erreciineten Laserschnittlinien eine Matrixtransfomnation zum Zwecke der 
Skalierung aller Laserschnittlinienpunkte um einen bestimmten Betrag in x- 
und y-Richtung angewendet werden. Alternativ oder zusatzlich wird auf die 

15 nach obigem Verfahren errechneten Laserschnittlinien eine 

Matrixtransfonrtation zum Zwecke der Rotation aller Laserschnittlinienpunkte 
um einen bestimmten Betrag in x- und y- Richtung angewendet. 

in erner spezielien Ausgestaltung wird auf die nach obigem Verfahren 
20 errechneten Laserschnittlinien eine beliebige Kombination von 

l\^atrixtransformationen zum Zwecke der schrittweisen Translation und/oder 
Skalierung und/oder Rotation aller Laserschnittlinienpunkte um einen 
bestimmten Betrag in x- und y-Richtung angewendet. 
Durch Einsatz von Matrixtransformationen werden, speziell der 
25 Translationsmatrix, ungenaue iVIikroskoptisch-Repositionierungen 

(sWiederauffinden von l\/likroskoptisch-Positionen) kompensiert. Dazu wird die 
ermittelte Laserschnittlinie um einem bestimmten Betrag dx, dy, welcher dem 
Ungenauigkeitsbetrag der Mikroskoptisch-Repositionieaing entspricht, 
korrigiert. Die Kompensationen werden durch direkte Manipulation der 
30 Koordinatenmatrix eines Laserschnittlinien-Musters durchgefuhrt, also ohne 
aktive Tischbewegung, sondem werden allein durch die /^blenkeinheit des 
Lasers in der Auf lichtachse des Mikroskops bewerkstelligt. 
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Durch Wiederholen beliebig vieler Laserschnlttlinien-Muster wird ein Array von 
Laserschnittlinien per zyklisch wiederholter Matrixtransformation in beliebigen 
Mustern erzeugt. Dies ermdglicht eine statistische Entnahme groBer, 
gleichartig geformter Proben aus einem Praparat. 

5 

Die Manipulatlonsfaktoren, Linearkombinationen und 
Fehlerkompensationsfaktoren konnen in einer geeigneten Weise auf 
elektronischen Datentragern oder in Datenbanken etc. abgespeichert und 
wieder aufgerufen werden. Damit kann ein benutzerspezifisclies Gerateprofil 
1 0 abgelegt und beliebig wieder aufgerufen werden. 
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Bezugszeichenliste 



1. Mikroskop 

2. verfahrbarer x-y-Tisch 

3. Praparatehalter 
5 4. Praparat 

5. Beleuchtungssystem 

6. Laser 

7. Laserstrahl 

8. Mikroskopstativ 
10 9. Objektiv 

10. optische Achse 

11. Kondensor 

12. Okular 

13. optisches System 
15 14. Blende 

15. Blenden-Motor 

16. Rechner 

17. Kamera 

18. Monitor 

20 19. Auffangbehaltnis 

20. Beleuchtungsstrahlengang 

21. Abbildungsstrahlengang 

22. Laser-Scan-Einrichtung 

23. Motor fQrLaser*Scan- 
25 Einrichtung 

24. Steuerungseinheit 

25. Objekt 1 

26. Objekt 2 

27. Objekt 3 

30 28. Objekt 1 mft Grauwert 1 

29. Objekt 2 mit Grauwert 2 

30. Objekt 3 mit Grauwert 3 



31 . Objekt 4 mit Grauwert 4 

32. Nachbarpixel 
35 33. Zentralpixel 

34. Objekt (e) 

35. Cluster 

36. AuGenschnittlinie 

37. Loch 

40 38. Innenschnittlinie 
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Patentanspruche 



1 . Verfahren zur Laser-Mikrodissektion, bei dem zu einem 

auszuschneidenden Objekt in einem mikroskopischen Praparat eine 
5 Soll-Schnittlinie markiert und anschlieBend das Objekt mittels einer 

Relativbewegung zwischen Laserstrahl und Praparat ausgeschnitlen 
wird, 

dadurch gekennzeichnet, 

- dass ein elektronisches Bild zumindest eines Biidausschnlttes des 
1 0 Praparats aufgenommen wird, 

- dass der Bildausschnitt bildanalytisch bearbeitet wird, wobei 
mindestens ein auszuschneidendes Objekt automatisch emnittelt 
wird, 

- und dass die Soll-Schnittlinie urn das mindestens eine 
1 5 auszuschneidende Objekt automatiscli bestimmt wird. 



2. Verfaliren nach Anspmch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass das 
elektronische Bild mittels eines kameratechnischen 
Kontrastierverfafirens oder eines Mikroskopie-Kontrastien/erfahrens fur 

20 die nactifolgende bildanalytische Bearbeitung vorbereitet wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass das Emirtteln eines oder mehrerer Objekte durch Segmentation 

des eiektronischen Bildes erfolgt, 

indem auf der Basis des eiektronischen Bildes eine Grauwert- 
25 Schwelle definiert wird, 

und indem das elektronische Bild durch Vergleich mit der 
Grauwert-Schwelle in ein Binarbild uberfuhrt wird, in welchem 
nur noch die segmentierten Objekte enthalten sind. 
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4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

dass der Schweltenwert manuell eingestellt wird Oder durch ein 
Entropiemaximierungsverfahren automatisch bestimmt wird. 

5. Verfahren nach Anspmch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

dass das elektronische Bild entweder ein Graubild oder ein Farbbild ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Ermittlung des auszuschneidenden Objekts bestimmte 

Klasslfikalionsmerkmale definiert werden, welche das 

Objekl charakterlsieren, 

dass bildanaiytisch die tatsachlich vorhandenen 

Objektmerkmale des segmentierten Objekts aus dem Bild 

bestimmt und mit den Klassifikationsmerkmalen verglichen 

werden, 

und dass bei Ubereinstimmung der Objektmerkmale mit den 
Klassifikationsmerkmalen das Objekt klassif iziert wird. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass fur 
verschiedene Objekttypen jeweils individuelle l\^erkmalsdatensatze mit 
Klassifikationsmerkmalen definiert werden. 

8. Verfahren nach Anspmch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass die Definition der Klassifikattonsmerkmale in einem Lernverfahren 
automatisch oder manuell erfolgt, indem die Klassifikationsmerkmale 
interal^v eingegeben werden oder mittels einer geeigneten 
Markierung des Objektes, z.B. durch einen Mausklick, automatisch 
erfasst werden. 

9. Verfahren nach Anspmch 6, dadurch gekennzeichnet, 

dass zu den klassifizierten Objekten die Soll-Schnittlinie automatisch 
bestimmt wird und dass nicht klasstfizierte Objekte von der 
Bestimmung einer Soll-Schnittlinie ausgeschlossen werden. 
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10. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass zu 
mindestens einem Klassifikationsmerkmal ein Wertebereich definiert 
wird. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass Objekte, 
5 die an den Rand des Bildausschnittes angrenzen oder nur teilweise im 

Bildausschnitt sichtbar sind, durch Merkmalsvergleich identifiziert 
werden und dann von der Bestimmung einer Soll-Schnittiinie 
ausgeschlossen werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

1 0 - dass mehrere, zusammenliegende Objekte zu einem 

sogenannten Cluster zusammengefasst werden, 
und dass eine einzige gemeinsame Soll-Schnittlinie, die das 
Cluster umschlieBt, automatisch bestimmt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

15 - dass in einem zusatzlichen Verfahrensschritt die automatisch 

bestimmte Soll-Schnittlinie durch eine mathematische 
Transfomiation automatisch auf eine Laserschnittlinie 
abgebildet wird, 

und dass diese Laserschnittlinie in eine Relativbewegung 
20 zwischen Laserstrahl und Praparat umgesetzt wird, wodurch ein 

Laserschnitt entsteht. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Relativbewegung und somit der Laserschnitt entweder 
interaktiv von einem Benutzer oder automatisch ausgeldst wird. 



25 
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15. Verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 

dass die automatische Erzeugung der Laserschnittlinie mit fotgenden 
Verfahrensschritten vorgenommen wird: 

bildanalytische Bestimmung der AuBenkontur des auszu- 
5 schneidenden Objekts oder Clusters, 

Umsetzung der AuBenkontur in efnen numerischen Code, der 

die Soll-Sclinittlinie angibt, 

und Transformieren der Soll-Schnittlinie in die Lasersciinfttlinie. 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 

10 dass als numerischer Code ein Freeman-Code oder ein Kettencode 

angegeben wird. 

17. Verfahren nach Anspmch 1 , dadurch gekennzeichnet, 
dass zusatzlich eine automatische Shadingkorrektur 
vorgesehen ist mit folgenden Schritten: 

1 5 - Aufnehmen eines Leerbildes, das heiBt eines Bildes ohne 

Praparat; 

- Abspeichem dieses Bildes als Shadingkon^ekturbild; 

- und Verrechnen des Shadingkon'ekturbildes mit den 
nachfolgend aufgenommenen Bildern. 

20 18. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

dass bestimmte unenAoinschte Objekte, die nicht ausgeschnitten 
werden sollen, durch bildanalytische Morphologie aus dem Binarblld 
entfemt werden. 



25 



19. Verfahren nach Anspaich 1, dadurch gekennzeichnef, 

dass ein Durchschneiden benachbarter Objekte mit einem definierten 
Abstand im Praparat verhindert wird. 
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20. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, 

dass mindestens ein von einem Cluster umschlossener Bereich, der 
nicht zu dem gewunschten Cluster gehdrt, separat ausgeschnitten 
wird. 

5 21 . Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Kontrolle der Ergebnisse des Verfahrens die automatisch 
gef undenen Soll-Schnittlinien mittels einer Abbildungsvorrichtung in 
das elektronische Bild eingeblendet werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, 

1 0 dass eine Skalierung der Laserschnittlinie in Abhangigkeit von der 

VergroBerung des Bildes vorgenommen wird. 

23. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass ein definierter Abstand der l-aserschnittlinie vom Objekt wird, urn 
das Objekt vor Beschadigung durch Laserbestrahlung zu schutzen. 



15 



24. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 

dass durch Modifikation der Soll-Schnittlinie ungenaue Mikroskoptisch- 
Repositionierungen kompensiert werden. 
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